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   The measurement of glycosaminoglycans (GAG) in urine is very important because GAG is 
an essential constituent of urinary diseases. 
   Since previously reported methods of determination of GAG are quite complicated, dangerous 
or not stable, we developed a very simple and rapid method to estimate the content of GAG in 
urine using a microplate and microplate reader. 
   An aliquot of diluted urine is mixed with a 1,9, dimethylmethylene blue (DMB) dye. The 
assay is based on the metachromatic shift in absorption maximum which occurs when sulfated 
glycosaminoglycans are added to the dye. The recovery of GAG is good. Other urinary com-
pounds such as sugar, protein and blood did not influence the measurement of GAG. A good 
correlation was obtained between the modified DMB method and Blumenkrantz and Asboe-Han-
sen's method  (r=0.737,  p<0.001). 
 The accuracy of this method makes it useful for screening urinary diseases. 
                                                 (Acta Urol. Jpn. 40: 565-568,1994) 













具体的に示すと炎症性変化,腫 瘍,代 謝異常,膠 原
病,尿路結石症などにより,量および質が変化するこ
とが,多 くの研究 者 に よ り報 告 され て い る4-12).尿中
GAG測 定法 は 現 在 ま で に 数 多 く考 案 さ れ て い る
が13『17),スク リー ニ ソグ 検 査 の よ うに 簡 便 で 安 全 か
つ 速 や かに 測 定 で き る 方 法 は あ ま り報 告 され て い な
い.今 回 われ わ れ はそ の 測 定 法 の 中 で もdimethy1-
methyleneblueassay16)(以下DMB法 と略す.)に
つ いて検 討 し ス ク リー ニ ン グ に適 応 す る よ うmicro-
plate法を 開 発 した(modi丘edDMB法),ま た そ
の 測 定 法 につ い て 基礎 的 検 討 を 行 うと ともにBleu-
menkrantz&AsboeHansenの測 定 法15)(以下B
&A法 と略す.)と 比 較 検討 を 行 った ので報 告 す る.
実 験 方 法
試 料 は健 常成 人 男 性20歳～40歳の尿 を 対象 とした,












































え る こ とに よ り4倍 希 釈 尿20μ1と し てmicroplate
に 注 入,こ れ にDMB-Tris試 薬(DMB試 薬 と
Tris液を10=1の 割 合 い でpH8.8に 調 整)を
180μ1加えて 全量200μ1と し,こ の溶 液 を よ く撹 絆
した 後 マ イ クロ プ レー トリー ダーmodel450(BIO-
Rad)を 用 い て535nmの 吸 光 度 を 測 定 し た,
standardとし て のGAGは コ ソ ドロ イ チ ン硫 酸
typeC(No,C-4384;SigmaChemicalCo.)を用
い,標 準 曲線 は標 準 濃 度(0.0,0.02,0,03,0.06,0.13,
o.25,0.5,1.o,2.Optg/looμ1)を毎 回同 時 に測 定 し,
standardcurveを求 め た.standardおよびsample
は す べ てtriplicationして測 定 した.原 法 を 次 の2
点 で 改 良 した,
1)原 法 ではsample250μ1用い て測 定 を 行 って い る
が わ れ われ は 多 数 の 検体 を 測 定 で き る よ うmicro-
plateとmicroplatereaderを使 用 し20μ1と した.
2)原 法 で はdimethylmethyleneblueのみ を 試 薬
と して使 用 してい た ため 尿 中 に存 在す る蛋 白に よ って
GAGの 測 定値 が か な り低 い 値 とな った18).そこ で
わ れ われ はdeJong(1992)らの報 告18)と同 じ く,
DMBと2mo1/LTrissolutionを10:1の割合 に










































































































































































































































た.関 連 物質 と してはgIucose(041-00545;WAKO
PureChemicalIndustriesLTD.),albumin(No,
A-8763;SigmaChemicalCo.),血液 を添 加 しそ れ
ぞ れに つ いてGAG濃 度 を測 定 した ところ 無添 加100
%に 対 して91.5%～ll3.6%であ り(Table3),これ
らの物質 か ら著 しい 影響 な く測定 で き る と判 断 され
た.
5)本 測 定 法 とB&A法 との同 一検 体 で の比 較
両 測定 法 にて 同一 検体 を20検体 測 定 し検 討 した.そ
の結果 はFig.2に示 した よ うに,両 法 に よ る測定 値 の
相 関係 数 は0.737であ り有 意 な 相関 を示 す 結果 を えた.
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通 常1回 で 測 定
可 能 な 検 体 数
測 定 時 間
必要とする試料の量
濃硫酸等の危険な試薬
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